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1. Resumen

Los cambios dinamicos que se producen en la fisiologia cardiovascular se encuentran
regulados por diversos mecanismos extra e intracelulares. El incremento de la edad implica
desequilibrios en la homeostasis molecular, que desemboca en una remodelacion anémala de
la pared cardiovascular, donde las proteinas efectoras son las metaloproteinasas (MMPs). En
condiciones fisiologicas, estas enzimas se encargan del remodelado tisular en procesos como
crecimiento 6seo, cicatrizacion de heridas y reproduccion, donde su actividad esta regulada por
los inhibidores tisulares especificos (TIMPs). Sin embargo, alteraciones en la sintesis de las
biomoléculas implicadas en su transcripcion de las MMPs, asi como factores externos,
conducen a un aumento de la actividad proteolitica sobre la matriz extracelular.

Los avances en la comprension y conocimiento de las vias de sefializacion, asi como la
activacion, regulacion e inhibicion de estas enzimas, en el sistema cardiovascular, pueden
permitir un abordaje terapéutico previo al desarrollo de una patologia cardiovascular, lo que
proporciona una nueva via de estrategias diagnosticas y terapéuticas para la remodelacion de la

pared cardiovascular y la progresion hacia la insuficiencia cardiovascular.

2. Introduccion y antecedentes

El proceso de envejecer implica, de forma intrinseca, cambios estructurales y funcionales
en la fisiologia cardiovascular. También estan involucrados factores genéticos, estilos de vida
no saludables como dieta, actividad fisica, habitos toxicos, y enfermedades consideradas como
factores de riesgo (diabetes, dislipemia, hipertension y obesidad). Todos ellos son
determinantes para que aparezcan y se desarrollen procesos patoldgicos cardiovasculares,
caracterizados por una reduccion de la distensibilidad arterial y un estrechamiento de la luz
vascular.

La pared vascular es un 6rgano activo, flexible e integrado, con componentes celulares
como las células endoteliales (CE), células del musculo liso vascular (CMLYV) y fibroblastos, y
con componentes no celulares como la matriz extracelular (MEC) que, de forma dindmica, se
modifican o reorganizan en respuesta a estimulos fisioldgicos y patologicos. En el endotelio, el
envejecimiento se asocia con el acortamiento de los telomeros, la apoptosis, los cambios
estructurales y la disfuncion de células endoteliales, como el incremento de la vasoconstriccion
dependiente del endotelio, la disminucién en la biodisponibilidad del 6xido nitrico y de la

angiogénesis (1).
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En el muasculo liso vascular, el envejecimiento promueve el crecimiento celular, la
hipertrofia vascular y el endurecimiento de la pared arterial asociado a la fractura de la elastina
en latinica mediay el remodelado del colageno tipo I; en consecuencia se incrementa la presion
arterial y la presion de pulso con la edad (1). Las CMLV conforman la capa media y se
encuentran interconectadas mediante la MEC, que supone un soporte estructural y funcional
donde se produce la adhesion, proliferacion, migracion y diferenciacion celular. La MEC esta
integrada por distintos componentes entre los que se encuentran, proteinas estructurales como
coldgeno, elastina, y proteoglicanos, proteinas de adhesién como la fibronectina y laminina,
proteasas, y metaloproteinasas (MMPSs). Los ancianos presentan una mayor cantidad de fibras
de colageno en la pared de las arterias, dichas fibras, presentan cruzamientos con otras
proteinas de CMLV. Este proceso concluye con una mayor resistencia del colageno a la
degradacion y recambio ordinario.

El remodelado adrtico relacionado con la edad, implica un perfil proinflamatorio de las
células arteriales (CMLV y CE) y la matriz extracelular. Este perfil supone un aumento de la

angiotensina Il (2), de las moléculas de sefalizacion de
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Figura 1. Cambios moleculares que se
fibroblastos. Las metaloproteinasas son las efectoras del producen en el envejecimiento.

dafio sobre la matriz extracelular, donde -cualquier

desequilibrio entre dichas proteasas y sus inhibidores tisulares (TIMPs) da como resultado una
acumulacion de colageno y una remodelacion matricial adversa. Se ha observado
desorganizacion en la lamina elastica interna en ausencia de lesion vascular en relacién con la
edad, por aumento de la expresion de diversas MMPs con actividad elastasa, como MMP-2 y
9. Estimulos inflamatorios presentes en sujetos de edad avanzada, como TNF-a y TGF-p, estan
involucrados en una mayor activacion de MMPs a escala vascular. Estos cambios moleculares

observados durante el proceso de envejecimiento pueden representar nuevas dianas para la
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prevencion y tratamiento de enfermedades cardiovasculares relacionadas con la edad y estan

esquematicamente representados en la figura 2 (5).
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Figura 2. Esquema descriptivo de los factores desencadenantes del remodelado de la matriz extracelular.

3. Objetivos

« Determinar los mecanismos desencadenantes del dafio cardiovascular durante el
envejecimiento.

»  Conocer laimportancia de MMPs en el envejecimiento cardiovascular esclareciendo su
activacion e inhibicion especifica (TIMPS).

*  MMPsy TIMPs como marcadores de riesgo.

4. Metodologia

Se trata de una Revision Bibliogréafica. En su desarrollo se ha analizado informacién de revistas
de divulgacion cientifica, articulos cientificos consultados a partir de distintas fuentes:
PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc)

Med Line (https://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html)

Web of Science (http://login.webofknowledge.com)

Bucea (http://biblioteca.ucm.es/) Cisne (http://cisne.sim.ucm.es/)

Las publicaciones revisadas han sido escritas en inglés y en espafiol, y se han priorizado
aquellas mas recientes.

Como método de introduccidn de referencias se ha utilizado Mendeley.
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5. Resultados

5.1 Metaloproteinasas de matriz implicadas en el dafio vascular durante el
envejecimiento.

Las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) son una familia de enzimas estructuralmente
relacionadas, que desempefian un papel importante en diversos procesos fisioldgicos y
patoldgicos. Estan producidas por distintos tipos celulares como CE, CLMV, fibroblastos y
monocitos, macréfagos y células T inflamatorias, inicialmente en forma de proenzima
(zimogenos), y su actividad estd regulada por inhibidores enddgenos (TIMPs), que
proporcionan un mecanismo de equilibrio para prevenir la degradacién excesiva de la MEC.
Un desequilibrio entre MMPs y TIMPs podria causar una elevada actividad de MMPS y puede

conducir a cambios patolégicos en la estructura de la pared vascular asociada con la enfermedad

vascular.
MMP (tipo) Denominacién Sustrato MEC Sustrato no MEC
Colagenasas
MMP-1 Colagenasa-1 Colagenos I, 11, I, VII, VIII y X, gelatina, 1-AT, IL-1B, pro-TNF,
proteoglicanos, tenascina, entactina IGFBP-3, MMP-2, MMP-9
MMP-8 Colagenasa-2 Colagenos I, 11, I11, V, VIII y X, gelatina, agrecan o1-AT, a2-AP, fibronectina
MMP-13 Colagenasa 3 Colagenos I, 11, IT1, IV, IX, X y XIV, gelatina, MMP-9, PAIL-2
tenascina, fibronectina, agrecan,
osteonectina
Gelatinasas
MMP-2 Gelatinasa A Colagenos I, IV, V, VII, X, XI y XIV, gelatina, IL-1p, a1-PI, MMP-1, MMP-9,
clastina, fibronectina, laminina, agrecan, MMP-13

versican, osteonectina, proteoglicanos

MMP-9 Gelatinasa B Colagenos IV,V, VII, X, XIV, gelatina, elastina, «1-AT, IL-1f, plasminogeno
agrecan, versican, proteoglicanos, osteonectina
Estromalisinas

MMP-3 Estromalisina-1 Colagenos III, IV, V y IX, gelatina, agrecan, o1-AT, ATIII, ovostatina,
versican, proteoglicanos, tenascina, fibronectina, IL-1B, amiloide A, IGFB-3,
laminina, osteonectina fibrinégeno, plasminégeno,

MMP-1, MMP-7, MMP-8,
MMP-13

MMP-10 Estromalisina-2 Colagenos I11, IV, V, gelatina, caseina, agrecan, MMP-1, MMP-8
clastina, proteoglicanos

MMP-11 Estromalisina-3 Cascina, laminina, fibronectina, gelatina, colageno 1-AT, caseina, IGFB-1

IV, transferrina
Tipo membrana

MMP-14 MT1-MMP Colagenos I, I y 111, cascina, elastina, fibronectina, «1-AT, MMP-2, MMP-13
vitronectina, tenascina, proteoglicanos, laminina,
entactina

MMP-15 MT2-MMP Tenascina, fibronectina, laminina MMP-2

MMP-16 MT3-MMP Colageno I1I, gelatina, caseina, fibronectina MMP-2

MMP-17 MT4-MMP ND MMP-2

MMP-24 MT5-MMP ND MMP-2

MMP-25 MTs-MMP ND MMP-2

Otras

MMP-7 Matrilisina Colagenos IV y X, gelatina, agrecan, proteoglicanos, MMP-1, MMP-2, MMP-9,
fibronectina, laminina, entactina, tenascina, plasmindgeno, ot1-AT
casefna transferrina, integrina b, osteonectina,
elastina

MMP-12 Metaloclastasa Colageno IV, gelatina, clastina, caseina, laminina, «1-AT, fibrin6geno y fibrina,
proteoglicanos, fibronectina, vitronectina, plasminégeno, mielina
entactina

MMP-20 Enamelisina Amelogenina ND

MMP-23A MMP-21 ND ND

MMP-23B MMP-22 ND ND

MMP-26 Matrilisina 2 Colageno IV, fibrinégeno, fibronectina, caseina MMP-9

MMP-27 ND ND ND

MMP-28 Epilisina Caseina ND

Tabla 1. Caracteristicas y especificidad de las principales metaloproteinasas.Art:J.A. Paramo.
Metaloproteasas en aterosclerosis: implicaciones fisiopatoldgicas y terapéuticas.
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Se han identificado 25 subtipos de metaloproteinasas, con una homologia entre ellas del
30 al 50%, y se clasifican en diferentes subgrupos en funcién de su estructura, especificidad
por el sustrato y unién a membranas. (Tabla 1)

Debido a la gran cantidad de sustratos especificos como no especificos, las
metaloproteinasas participan en numerosas funciones fisiolégicas como embriogénesis,
remodelado tisular, angiogénesis, proliferacion, migracion, diferenciacion y apoptosis celular,
asi como procesos patoldgicos implicados en la formacion de la placa de ateroma, artritis,
cancer y fibrosis (6).

Aunque la funcion mas estudiada de las MMPs ha sido la degradacion de los componentes
de la MEC, recientemente se ha demostrado que, ademas, cumplen con un papel importante en
el procesamiento de moléculas como factores de crecimiento, moléculas de adhesién, asi como

receptores de membrana.

5.1.1 Estructura

Las MMPs son enzimas ligadas a metal cuya actividad proteasa es dependiente del zinc,
y requieren calcio para llevar a cabo su accion biolégica y mantener su estabilidad.

Todos los miembros de la familia MMPs comparten una estructura muy similar (Figura
3). Se sintetizan como proenzimas (pro-MMPS) y su estructura tridimensional consiste en un
péptido sefial, que permite el paso de la proteina desde la célula al espacio extracelular, seguido
por un dominio propéptido, rico en residuos de cisteina, que se utiliza para proteger el dominio
catalitico y evitar la activacion de MMPs. El centro activo posee un atomo de Zn?* coordinado
con tres residuos de histidina, es el lugar donde se produce la degradacion de sustratos como
colageno o elastina. En las proenzimas, el 4tomo de Zn?* esta unido a un residuo de cisteina,
impidiendo la interaccion de una molécula de agua con el cation, lo que permite que la enzima
se mantenga en estado de latencia. La hidro6lisis de la union zinc-cisteina libera el propéptido y
abre el centro catalitico en la molécula y procede a la activacion de MMPs (6).

En el caso de MMP-2 y MMP-9 (gelatinasas), ademas presentan tres residuos de
fibronectina en el sitio catalitico. Finalmente, existe un dominio tipo hemopexina separado del
dominio catalitico por una region bisagra, que puede estar unido también a un enlazador
transmembrana para miembros de MMPs que tienen una localizacion sobre la superficie celular.
Se ha demostrado que el procesamiento trans-Golgi y las etapas de activacion intracelular,
juegan un papel critico en el procesamiento de la MT1-MMP madura. De este modo, a
diferencia de las MMPs secretables, las MT-MMP se insertan en la membrana celular ya

activadas y por lo tanto pueden servir como punto pericelular de la actividad proteolitica de la

-7-
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MEC (7).

Prodominio i Dominio catalitico ' Dominio hemopexina:
' Dominio
cisteind transmembrana
ouente 4 | | (MT-MMP)
| Regidn bisagra J
/’-_‘\'\ i —,
_— |: 2
_ | \ 4
| b v E | h. -
Péptido  Prodominio Fibronectina Dominio dei

senal 5 (MMP2 y MMP9) unién a
' colageno

Figura 3. Estructura representativa de una metaloproteinasa. Cuatro dominios principales: Prodominio, dominio
catalitico, dominio tipo hemopexina y dominio transmembrana.

5.1.2 Regulacion

La actividad de las MMPs esta regulada intra y extracelularmente en 3 ambitos,
transcripcional, postraduccional, a través de interaccion con inhibidores especificos y por su
localizacion intra/extracelular (8).

En condiciones fisioldgicas normales, las actividades de las MMPs se regulan a nivel de
transcripcion, activacion de los zimdgenos precursores, e interaccién con componentes MEC
especificos (9). Para la induccién de la activacion de una pro-MMP, el prodominio debe
encontrarse deslocalizado con respecto al sitio catalitico, para ello, estdn implicados diversos
mecanismos.

In vitro la escision del enlace de cisteina se puede producir por el empleo de agentes S-
reactivos o0 agentes quimicos como organomercuriales, detergente SDS y agentes caotrdpicos.

In vivo, la activacion implica la protedlisis del prodominio, o bien la ruptura del puente
de cisteina o el desprendimiento del dominio hemopexina, conducido por proteasas como
tripsina, elastasa, serinproteasas u otras MMPs.

Se han descrito otros mecanismos de activacion de pro-MMPs, mediante interaccion con
dominios especificos, que permiten que los zimogenos puedan ser presentados a su molécula
activadora a través de la interaccion con glucosaminoglicanos u otras moléculas de superficie.
También mediante interaccion alostérica con el sustrato especifico, o a través de la reaccion
con sustratos fisiolégicos como peroxinitrito y glutation, que degradan las enzimas que
conforman el prodominio y oxidan mediante S-glutationilacién el enlace zinc-cisteina,

respectivamente (10).
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Después de que se produzcan estimulos biolégicos y /o mecanicos extracelulares, se
suceden cascadas de sefializacion intracelulares con un efecto positivo/negativo en la sintesis
de pro-MMPs. Las sefiales de citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a), las
interleucinas y otros inductores extracelulares de MMPs son muy eficaces para regular la
produccién de proenzimas en células de masculo liso, miocitos o fibroblastos y transportarlas
a la matriz extracelular. Otros factores de crecimiento, tales como factor de crecimiento
derivado de plaquetas y ligandos de CD40, también pueden controlar eficazmente los
mecanismos de transcripcion de miembros de la familia de MMPs (11). Existen varios
elementos principales de union al DNA que actdan en la mayoria de los promotores de MMPs,
la proteina activadora 1 (AP-1), el potenciador del polioma A (PEA-3), el factor nuclear
potenciador de cadenas ligeras kappa de las células B (NF-kB) y el SP-1. Por lo tanto, los sitios
de union de los distintos factores transcripcionales, el nimero de sitios de union al DNA vy el
tipo de estimulos determinaran la actividad transcripcional de las MMPs. Es este nivel de
regulacién transcripcional el que proporciona especificidad regional a la induccion de MMPs

dentro del miocardio.

5.2 Biomoléculas reguladoras de la transcripcion de MMPs

Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA)

El Sistema Renina Angiotensina (SRAA) (2), caracterizado por sus hormonas circulantes,
la angiotensina Il (Ang Il) y la aldosterona, presenta un papel clave en la regulacién de la
presion arterial y el balance hidroelectrolitico. También participa en procesos de crecimiento
celular / apoptosis de las células vasculares, migracién de CMLV, respuestas inflamatorias y
remodelacion estructural de MEC (2). Ademas, durante el envejecimiento, se producen
disfunciones en dicho sistema que se traducen en un aumento de la secrecion de Ang Il y
aldosterona, permitiendo el desarrollo de diversas patologias cardiovasculares.

La Ang Il es la principal hormona efectora de SRAA y permite la adhesion de monocitos,
leucocitos y neutrofilos a CE y CMLV. En CMLYV se encuentran dos receptores especificos de
la angiotensina, AT1 y AT2. AT1 es un receptor que interviene en la regulacion de la presion
arterial, procesos de crecimiento celular e induce la produccion de proteinas en MEC. A su vez,
su induccidn, permite la activacion de factores transcripcionales y el aumento en la produccion

de especies reactivas de oxigeno (ERO).
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Se ha demostrado que la aldosterona aumenta la densidad cardiaca y la expresion génica
de estos receptores AT1. Ademas, una mayor expresion de enzima convertidora de angiotensina
(ECA) y TGF-R se puede encontrar en las ratas que han sido tratadas con aldosterona. También
se ha demostrado que la aldosterona estimula la expresion del inhibidor del plasmindgeno (PAI-
1), CTGF y TGF- B3, a través de la cascadas de sefializacion p38 MAPK, MEK/ERK, PKC (12),
permitiendo la transcripcién de metaloproteinasas de matriz que desencadenan una alteracion
de la intima, blogueandose la degradacion de MEC, y como consecuencia, favoreciendo la

fibrosis vascular.

Endotelina-1

Las endotelinas son unos péptidos paracrinos, diferenciados en 4 isoformas (ET-1, ET-2,
ET-3 y ET-4). La Endotelina-1 (ET-1) es la predominante y su accion principal es producir
una potente vasoconstriccion. La biosintesis de ET-1 se estimula en el envejecimiento, y
también en presencia de factores de riesgo cardiovascular, de obesidad, de cambios en pH, por
ejercicio fisico (hipoxia), lo que indica que su funcion esta relacionada con el mantenimiento
de la actividad cardiaca.

Es secretada por el endotelio, hacia las CMLV principalmente, pero también se produce
en otras células como leucocitos y macrofagos (12). La accion paracrina, la realiza mediante la
unidn a sus receptores especificos, ETA y ETB, que se encuentran en células endoteliales (CE)
y macrofagos. La activacion de ETA provoca, ademas de una vasoconstriccion duradera, un
estimulo el crecimiento celular y procesos como fibrosis y trombosis.

Se han descrito niveles elevados de ET-1 en aterosclerosis, infarto de miocardio,
hipertensidon arterial y fallo cardiaco. Se considera, que niveles altos de ET-1 de forma cronica
suponen un riesgo cardiovascular, ya que producen fibrosis vascular, miocardica e hipertrofia
miocardica. También ejerce un efecto sobre factores TGF-B, y activa la produccién de ERO y
MAPK, que desencadenan la transcripcién de MMPs. A su vez se ha comprobado que TGF-i

puede inducir la expresion de ET-1 en CE a través de las proteinas SMAD(11).

TGF — R3/Smad

TGF- R es un factor de crecimiento transformante beta, integrado en una superfamilia de
proteinas que regulan la division celular, migracién, adhesién y apoptosis celular. Ademas

promueven la produccion de proteinas que integran la MEC y favorecen la embriogénesis. TGF-

-10 -



Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

R1 es la isoforma mas importante, ya que aumenta su proporcion en el envejecimiento, y esta
presente en multitud de células como CE, macrofagos y distintas células hematopoyéticas (11).

Su biosintesis se realiza mediante la union de la proteina inactiva o latente LTGF- a la
MEC, de forma especifica, desencadenando la cascada de sefializacion que finaliza con una
regulacién transcripcional de distintos factores implicados en dafio vascular, como las MMPs.
LaET-1, Ang Il'y las MMPs, por retroalimentacion, estimulan y regulan la sintesis y activacion
de TGF- 3 (4).

Es un factor esencial que contribuye a la modulacion metabolica de la expresion de los
genes MEC. La activacion de TGF-R1 vascular, aumenta la sintesis proteica en la matriz
extracelular, como fibronectina, colageno, inhibidores de metaloproteinasas (TIMPs) y PAI-1,
que es un inhibidor de proteasas importante en la remodelacion del tejido. A su vez, TGF-B,
estimula la expresion de metaloproteinasas (MMPs), encargadas de la degradacion de proteinas
de la matriz (gelatina y elastina), generando un desequilibrio funcional en la pared vascular (4).

En la cascada de sefializacion TGF-R/Smad destacan los receptores Smad 2, Smad 3 y
Smad 4. Smad 2, se asocia de forma heterotrimérica con Smad 3 y Smad 4 para translocarse al
ndcleo, y una vez dentro, no se une directamente al DNA, sino que requiere de TIE, una proteina
nuclear especifica, para activar la respuesta transcripcional de TGF-R (3) y posterior desarrollo

de tejido fibroso.

Factor de Crecimiento de Tejido Conectivo (CTGF)

CTGF es una proteina secretable, rica en cisteinas, que regula procesos de proliferacion/
apoptosis celular, angiogénesis, migracion, adhesion vy fibrosis vascular.

Segun el tipo celular, una gran variedad de factores y moléculas estan implicadas en la
regulacion de la expresion de CTGF. Factores de crecimiento como TGF-R, la angiotensina 11,
el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), la interleucina-4 (IL-4), las altas
concentraciones de glucosa, la hipoxia, el estrés mecanico y el estrés oxidativo aumentan
rapidamente la expresion de CTGF.

El avance de la edad provoca un aumento de CTGF, que desencadena diversos
mecanismos de sefializacion profibroticos, entre ellos, se encuentran la via de sefializacion de
las proteinas Smad, las especies reactivas de oxigeno (ROS), la proteina quinasa C (PKC), la
guinasa Janus (JAK), y las cascadas de quinasas activadas por mitdgenos (MAPK).

Se ha descrito que el CTGF se une directamente al TGF-R. Esta union lleva a una
potenciacion de la actividad del TGF-R. EI mecanismo se basa en una funcion de chaperona del
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CTGF que incrementa la afinidad del TGF-R por sus diferentes receptores, por lo que sus
respuestas son mas intensas y prolongadas. Esta no es la tnica forma por la que el CTGF ayuda
a las respuestas del TGF-B. La produccion enddgena de CTGF por el TGF-R lleva a una
supresion transcripcional del Smad-7 a través de la induccion del factor de transcripcion del
gen de respuesta temprana inducible por TGF-R (TIEG-1). Mediante este mecanismo, el TGF-
R bloquea la regulacién por retroalimentacion a través del Smad-7, perpetuando la activacion
de la sefializacion del TGF-R. Por tanto, hay numerosas evidencias que implican a CTGF y a
TGF-B como factores que actian de manera sinérgica para promover fibrosis cronica (11).

Especies Reactivas de Oxigeno (ERO)

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son derivados reactivos del metabolismo de O>
que se encuentran en todos los sistemas bioldgicos. Con el envejecimiento, se ven aumentados
los niveles de estrés oxidativo, ya que disminuye la actividad de la superéxido dismutasa
encargada de la transformacion de los radicales, y por consiguiente la proporcién de ERO se
eleva. Recientemente se ha reconocido que las ERO actlan como importantes mensajeros
intracelulares e intercelulares que modulan distintas cascadas de sefializacion, como las tirosin
quinasas, los factores de transcripcion, las proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK)
y los canales ionicos. La estimulacidn de estas cascadas de sefializacion activa el crecimiento y
migracion de células de mauasculo liso vascular (CMLV), expresién de mediadores
proinflamatorios y modificacion de la matriz extracelular (MEC). Ademas, las ERO aumentan
las concentraciones intracelulares de Ca?* libre, provocando una movilizacion del Ca?* reticular
y desencadenando la activacion de los canales de calcio en CMLV y CE, generando una
activacion de citoquinas que pueden alterar la contractilidad vascular (13).

En condiciones fisioldgicas, estos eventos estan altamente regulados y juegan un papel
importante en el mantenimiento de la funcidn vascular y la integridad de la misma. Bajo
condiciones patologicas, cualquier desequilibrio de ERO, por una mayor produccién y / o un
potencial antioxidante reducido, se contribuye al aumento de la biodisponibilidad de los
radicales libres y consecuentemente al estrés oxidativo, lo que da lugar a disfuncién vascular y

remodelacion a traves de dafio oxidativo (12).

Citoguinas

Las citoquinas como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la interleucina IL-1p son

moléculas proinflamatorias, implicadas en el proceso de remodelado miocardico. Estudios
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recientes han demostrado que los niveles circulantes de estas biomoléculas se encuentran
elevados en los ancianos (14). La cascada de sefializacion del TNF-a puede estimular a
multiples vias, una de las cuales desencadena la activacion de las proteinas quinasas activadas
por mitdgenos (JNK y p38) y la formacion de los complejos de transcripcion de la familia AP-
1 y NF-xB. Por lo tanto, se deduce que el TNF-a modifica la transcripcion de MMPs y
finalmente los niveles de MMPs miocéardicos. A su vez, el TNF-a aumenta la expresion de
especies reactivas de oxigeno que contribuyen a la disfuncion endotelial. La citoquina
proinflamatoria IL-1p, a través de su receptor, también puede ocasionar la activacion de los
factores NF-xB y AP-1 aumentando su afinidad por el DNA. Estudios in vitro en fibroblastos
miocardicos expuestos a TNF-o y IL-1B, han demostrado que ambas citoquinas pueden

estimular la produccidn de ciertos tipos de MMPs, como MMP-2 y MMP-9 (15).

4.3 Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs)

Los inhibidores especificos de metaloproteinasas (TIMPs) son los principales
inhibidores enddgenos de las MMPs, exhibiendo eficacias variables frente a diferentes MMPs,
asi como diferentes patrones de expresion tisular y modos de regulacion. Por consiguiente, son
importantes reguladores de la remodelacion de MEC, protegiéndola de la degradacion en tejidos
sanos. Durante el envejecimiento, la proporcion de estos inhibidores se encuentra disminuida,
contribuyendo asi a la patogénesis vascular.

En los humanos, el genoma codifica para cuatro inhibidores, desde TIMP1 a TIMP4 (16).
Se unen a las MMPs de manera no covalente en complejos estequeométricos (1:1), formando

un complejo reversible y de alta afinidad con

dichas enzimas. En general todos son capaces de

Thr98
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inhibir a todas las metaloproteinasas, aunque existe
cierta especificidad, por ejemplo TIMP1 tiene un | )
mayor espectro de inhibicidn y posee afinidad por
MMP?9, pero falla al inhibir MT-MMP1y TIMP2
se une especificamente a MMP2. Del mismo modo

=7 Cysl

Figura 4. Mecanismo de interaccion entre TIMPs y

TIMP3, inhibe a distintas adamalisinas y se ha """

relacionado con una remodelacion matricial adversa previa a una insuficiencia cardiaca (17).
TIMP4 posee un efecto protector frente las potenciales acciones perjudiciales de la MMP2, ya
gue a nivel intracelular se encuentra localizado en el sarcomero de los cardiomiocitos (8). Los
TIMPs (21 a 29 kDa) tienen un dominio N-terminal de aproximadamente 125 aminoacidos y

un dominio C-terminal con aproximadamente 65 residuos, cada uno con tres enlaces disulfuro
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conservados. El dominio N-terminal se pliega como una unidad separada y es capaz de inhibir
MMPs, de forma independiente. EI mecanismo de inhibicion se basa en la insercion de N-TIMP
en el sitio activo de metaloproteinasa de tal manera que el residuo de cisteina (Cys1) N-terminal
se solapa por encima del Zn?* catalitico de la MMP (Figura 4). Una clave del mecanismo de
inhibicidn es la coordinacion del ion metalico por el grupo a-amino N-terminal y el grupo
carbonilo de Cys1, que desplaza de la enzima la molécula de agua necesaria para la hidrolisis
del enlace peptidico, y por tanto impide la activacion de las MMPs. Pero el grupo tiol del residuo
de cisteina es susceptible de oxidarse, lo que provoca la inactivacion de la capacidad inhibitoria
de TIMP, traduciéndose en un aumento de la actividad de MMPs. Por otra parte, las
interacciones entre los inhibidores y las pro-MMPs se estabilizan mediante la union del C-
terminal de TIMP y el dominio hemopexina de los zimogenos, dejando libre el extremo N-
terminal, permitiéndole actuar como inhibidor de otras MMPs (16).

También se sabe que pueden actuar sobre distintas vias de sefializacion que estan
implicadas en la regulacion del crecimiento y apoptosis, y son usados como marcadores de la

evolucion del cancer y de enfermedades cardiovasculares.

5.4 MMPs y TIMPs como marcadores de riesgo

El envejecimiento es un importante factor de riesgo de mortalidad y morbilidad cardiaca.
Los pacientes ancianos con enfermedad cardiovascular aguda tienen malos resultados clinicos.
El envejecimiento se asocia con alteraciones en los mecanismos homeostaticos que hacen que
la red vascular sea mas susceptible a los efectos perjudiciales de las condiciones
fisiopatoldgicas. Para la cuantificacion del recambio patolégico de la MEC en tejidos
cardiovasculares, es necesario conocer los biomarcadores especificos que esclarezcan una
evidencia clinica de envejecimiento cardiovascular, y por tanto, Gtiles para el diagnéstico,
prondstico y seguimiento terapéutico (18).

El biomarcador circulante mas prometedor de degradacion de la MEC asociada a la edad
es la MMP-9, que en particular, degrada un amplio espectro de sustratos de matriz, citoquinas
y factores de crecimiento (19). Se ha demostrado que el aumento de MMP-9 predice el
estrechamiento de la luz arterial, la reestenosis postendoprotesis y la muerte cardiovascular en
pacientes con enfermedad coronaria; también contribuye a la expansion y la rotura de
aneurismas adrticos, e incrementa el riesgo de transformacion hemorragica en pacientes con
ictus. Estos biomarcadores también pueden ofrecer informacion prondstica en el ambito de la
prevencion primaria. Asi, MMP-9 predice cardiopatia isquémica y/o hipertension arterial en

sujetos sin enfermedad cardiovascular previa (18).
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Los estudios analizados tienen como objetivo establecer una relacion causal entre la
progresion con la edad y la elevacion de los niveles plasmaticos de MMP-9. Yabluchanskiy y
col. (21) examinaron a ratones antes de que desarrollaran una disfuncion diastolica, es decir
ratones de 15 a 18 meses de edad, para identificar mecanismos tempranos que llevaran al

envejecimiento cardiaco. Debido al papel critico de la MMP-9 en el remodelado del ventriculo

izquierdo (V1) y las respuestas inflamatorias al envejecimiento y al infarto de miocardio, una
mejor comprension de los cambios dependientes de MMP-9 que ocurren en el VI durante la
edad madura deberia ayudar a identificar objetivos terapéuticos potenciales para preservar la

funcién vascular. Se compararon lo ratones de 15-18 meses de edad con ratones jovenes de 6 a
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9 meses de edad que pertenecian a un subgrupo previo, seleccionado al azar. Se tomaron

muestras de sangre de la arteria carétida, y se realizaron estudios histolégicos sobre el

ventriculo izquierdo, analizando el nimero de miocitos, asi como el espacio entre miocitos, y
se cuantifico el depdsito de colageno sobre las secciones del ventriculo y los niveles de
metaloproteinasas.

Los resultados obtenidos demostraron un 1.51

] MMP-9
doble aumento en la expresion del gen MMP-9 en »

ratones adultos en comparacion con ratones jovenes LY

(Figura 5). Los niveles de la enzima MMP-9
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22¢tx100

también aumentan con la edad en el ventriculo

izquierdo debido al aumento de la infiltracion de
macrofagos. Por otra parte, se observé un aumento WT WT

de la hipertrofia en los miocitos. En cuanto al 6-9mo 15-18 mo

Figura 5. Comparativa de niveles plasmdticos de MMP-9 en
deposito de colageno no se destacO niNQUNA ratones adultos en relacion con ratones jévenes.
diferencia entre los grupos, lo que indica que la fibrosis cardiaca se desarrolla en etapas mas
tardias.

El aumento asociado con la edad en la MMP-9 contribuye al aumento de la sefializacion
proangiogénica en un intento de estimular la formacion de nuevos vasos como consecuencia de
la hipertrofia en los miocitos. La delecion de MMP-9 disminuye la angiogenesis, atenla la
inflamacion y previene la filtracion vascular, de citoquinas proinflamatorias, en el contexto del

envejecimiento cardiaco (19).
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Por el contrario, otros estudios han demostrado que no existe relacion directa entre el
envejecimiento y las metaloproteinasas de matriz, dado que coexisten con otros factores de

riesgo cardiovascular (20). Pero si tienen relacion con el progreso de enfermedades cardiacas y
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pueden suponer marcadores en el curso de complicaciones o como valor predictivo en la
aparicion de dafio cardiaco primario (21) (22).

Otros estudios han relacionado los cambios en la estructura y composicion de la matriz
extracelular cardiaca producidos por un incremento de MMP-9 asociado al envejecimiento, se
produjo una disminucion en el colageno tipo I1l, EMILIN-1 (glicoproteina de matriz
extracelular) , fibronectina, y proteinas del citoesqueleto implicadas en la adhesion vy
comunicacion celular en MEC (catenina y sorbina)(23) (Figura 6). Los recuentos celulares
indicaban un cambio en las proteinas de la matriz en aquellos ratones adultos a los que no se
les habia deleccionado MMP-9. Mientras que los ratones adultos con la MMP-9 eliminada, la
proporcidn proteica se mantuvo.

Puesto que los niveles de MMP-9 cardiaca aumentan con la edad, estos datos sugieren
que la actividad de MMP-9 puede ser responsable de la disminucién observada en los niveles
de EMILIN-1. Por otra parte, una reduccion de la expresion EMILIN-1 conducira a un aumento
directo de TGF B, que a su vez puede explicar el perfil pro-inflamatorio arterial asociado a la
edad (23).

En otro estudio con

Elastina

pacientes con insuficiencia Proteinas MEC EMILIN-1

cardiaca secundaria (15), se han

M Proteinas de

Colageno tipo |, II, 11l

Fibrindgeno
Fibronectina

citoesqueleto

observado aumentos en los niveles

W Proteinas
intracelulares

plasméaticos de productos de

degradacion del colageno. Los

niveles plasmaticos de MMP-8 y

MMP-9 se correlacionaron con los Figura 6. Cambios en las proporciones proteicas de la MEC en relacion al
envejecimiento.

cambios en los niveles de

receptores de TNF-o, ambas metaloproteinasas pueden ser sintetizadas por células
inflamatorias e inducidas por citoquinas tales como TNF-a. En conjunto, la aparicion de estos
tipos de MMPs en el plasma de pacientes con enfermedad cardiaca, sugiere que la inflamacién
puede ser un factor contribuyente.

No solo los niveles plasmaticos de metaloproteinasas pueden ser biomarcadores de
remodelacion adversa de la matriz vascular. Cambios en los niveles plasmaticos de TIMP-1, se
asociaron con los principales factores de riesgo cardiovascular y con la presencia de hipertrofia
en el ventriculo izquierdo (24). Ademas, los cambios en los niveles plasmaticos de TIMP-1 se
han asociado con un aumento de la mortalidad (25). Sin embargo, los cambios en los niveles

plasmaticos de MMPs y TIMPs observados en estos estudios, son debidos a una enfermedad
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cardiovascular ya desarrollada, pero proporcionan evidencias para apoyar la utilidad potencial

de los perfiles plasmaticos de MMPs y TIMPs en términos de prondstico.

5.5 Terapias de futuro

Es importante elucidar las vias especificas que regulan los elementos transcripcionales
que inducen la sintesis MMPs / TIMPs para la investigacion béasica futura. Los mecanismos de

actuacion son los siguientes:

- Interceptar la transcripcion para blogquear su sintesis. Esto se consigue de tres maneras
distintas: blogueando la accion de factores extracelulares (la propia molécula o su receptor),
bloqueando las rutas de transmision de sefiales (vias de MAPK, p38MAPK, Ras o TGF-R), y
blogueando los factores de transcripcion que controlan los promotores de las MMPs (AP-1 'y
NF-kB). Las terapias también pueden ser orientadas hacia el silenciamento de mRNASs, u
orientacion de transcripciones especificas que impidan o favorezcan la sintesis de
MMPs/TIMPs concretos.

- Impedir la activacion de las proMMPs. Existen algunas MMPs que participan en la
activacion de otras MMPs, como es el caso de MT1-MMP: al bloquear la MT1-MMP se evita
la activacion de la cascada proteolitica. Existen, ademas, inhibidores directos de las MMPs,
como la trombospondina-1, que se une a la proMMP2 y la proMMP9 con lo que se impide su
activacion. En este grupo se incluyen también las endostatinas y angiostatinas.

- Inhibir la accion de las MMPs activas. Pueden emplearse varios métodos como el uso
de TIMPs, aunque aparecen problemas debido a que estas moléculas presentan otras funciones
aparte de la inhibicion de las MMPs y, ademas, suelen tener un amplio espectro de accion, o
como el uso de inhibidores sintéticos de MMPs (MMPI).
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6. Discusion

El envejecimiento asociado con trastornos moleculares es un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares. A medida que aumenta la esperanza de vida, se
necesita un enfoque especifico de los sistemas bioldgicos para asegurar que tengamos una vida
sana. No se debe desestimar que la edad, la enfermedad, el estilo de vida, la genética y los
factores ambientales estan entrelazados y que hay interacciones que varian con el tiempo. Para
entender el envejecimiento, hay que descubrir los fracasos que se producen en el tejido
cardiovascular y definir sus mecanismos subyacentes, e integrar y traducir estos
descubrimientos, entre los que se encuentran las enzimas regeneradoras de la matriz
extracelular.

Desde su descubrimiento en los afios 60, el conocimiento sobre estas enzimas no ha
dejado de crecer. Las metaloproteinasas son las efectoras del dafio vascular que se produce
cuando se desencadena una situacion fisioldgica o patoldgica en respuesta al envejecimiento.
Estas moléculas modifican la composicion y estructura de la matriz extracelular como respuesta
a la liberacion a otras moléculas como angiotensina Il, endotelina-1, aldosterona, especies
reactivas de oxigeno (ERO), factor transformador del crecimiento (TGF-p) , factor de
crecimiento de tejido conectivo (CTGF) y citoquinas pro-inflamatorias (TNF-o y IL-1p). Son
activadas a través de distintos mecanismos donde se pueden implicar las propias
metaloproteinasas, incluso sus inhibidores especificos, siendo mas dificil la modulacion de su
actividad.

Existen evidencias clinicas de que las metaloproteinasas incrementan su expresion en el
envejecimiento, cuando se produce una degradacion del sistema vascular con variaciones en la
homeostasis MMPs/TIMPs, por lo que pueden ser utilizadas como biomarcadores de riesgo en
el diagndstico, prevencion y control de patologias vasculares. El tratamiento farmacoldgico que
trata de paliar los efectos de dichas enzimas, esté orientado hacia la inhibicion de la sintesis de
las mismas. Conociendo sus mecanismos de activacion, regulacién e inhibicion, se puede
intervenir en la reduccidn de la expresion en situaciones patolédgicas, para ello es necesario
ampliar el conocimiento de todas las vias de sefializacion implicadas y elaborar una respuesta
farmacologica especifica. La inhibicion de la actividad de las MMPs o la prevencion de su
regulacién positiva podria reducir el engrosamiento de la pared vascular y la reestenosis

coronaria, la aterosclerosis, y en general, el envejecimiento cardiovascular.
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7. Conclusiones

1. En condiciones fisioldgicas la actividad de las MMPs esta controlada por los inhibidores
enddgenos (TIMPs), que interactlan con los zimdgenos, inhibiendo de forma selectiva a
MMPs.

2. Su activacion depende de cascadas de sefializacion desencadenadas por angiotensina I,
aldosterona, endotelina-1, TGF-B, CTCF, EROs y citoquinas inflamatorias (TNF-a y IL-
1B). Desequilibrios en dichas sefializaciones, conducen a la patogénesis cardiovascular.
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3. Las metaloproteinasas son enzimas efectoras esenciales en el envejecimiento
cardiovascular, ya que promueven la alteracion de la matriz extracelular de los vasos,
disminuyendo la distensibilidad arterial y la luz vascular. Por este motivo, las MMPs y
TIMPs pueden ser consideradas como biomarcadores de riesgo en la prevenciéon de

enfermedades cardiovasculares.
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